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SUmmary
　　　Anew　quantitative　methQd　of　secretory　IgA（referred　to　as　S－lgA）and　free　secretory
component（referred　to　as　FSC）was　investigated　by　Mancini’s　single　radial　immunod遜usion
（SRID）method　using　anti－secretory　cQmponent（referred　to　as　anti－SC＞sefum．　This　antiserum
was　obtained　by　immunizing　rabbits　with　FSC　emulsi丘ed　with　comple．te　Freund’s　adjuvant，
which　was　allowed　to　react　with　both　FSC　and　bound　SC（referred　to　as　BSC）in　the　S－lgA
mocleule　and　the　results　showed　an　identical　precipitin　line　on　Ouchterlony　plate　and　immuno．
electrophoresis．　However，　differential　dQuble　precipitin　rings　of　FSC　and　BSC　in　S－lgA
molecuユe　were　noted　in　the　reaction　by　SRID．　Line．ar　calibration　lines　were　drawn　froln　the
SRID　precipitations　between　anti－SC　and　FSC　and　S－lgA　Qf　various　concentrations，　respectively．
　　　In　practice，　differential　and　simultaneous　quantitation　of　S－lgA　alld　FSC　were　possible　in
exocrine　secretions　such　as　s．aliva　and　gastric　juice．
Introduction
　　　　The　important　role　of　the　local　immune　sy．stem，　which　is　independent　of　systemic
immunity，　in　infectious　digestive　tract　diseases　is　well　known．　In　1965　Tomasiユ）
demonstrated　a　marked　predominance　of　IgA　in　salivary　secretion　and　colostrum，　and
the　sedimentation　coe茄cient　of　the　IgA　was　calculated　to　be　llS　greater　than　the　7S
of　serutn　IgA．　The　molecular　structure　of　this　IgA　was　clari丘ed　to　consist　of　two
molecules　of　monomeric　IgA　and　one　molecule　Qf　SC．　The　local　synthesis　and　secre－
t．ion　of　this　IgA　in　the　salivary　gland　was　con丘rmed　using　fluoresceiH－labelled　speci丘c
antiserum　and　this　particular　IgA　was　designated　as　secretor．y　IgA（S－lgA）．　Recently，
it　has　become　obvious亡hat　the．secretory　IgA　system　is　involved　in　the五rst　hne　defe．nse
mechanisms　of　the　digestive　and　respiratory　tracts．　Howe†er，　an　accurate　quantitative
deter皿ination　of　S－IgA　in　exocrine　secretions　has　not　been　established．　The　most　prob－
lematic　point　is　the　preparation　of　a　speci丘。　anti．S一一lgA　serum　which　does　not　cross－
react　with　monomeric　IgA　and　FSC　coexisting　in　the　secretions2）．　This　paper　deals
with　the　establishment　of　a　new　quantitative　method　of　S－lgA　and　FS．C　using　anti．SC．
Materials　and　Methods
1）Pブ砂α74α‘f・πげ認C
　　Preparation　of　FSC　was　done　after　the　method　of　Kobayashi3）．Af er　removaI
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of　fat　and　casein　from　the　colostrum，　separation　of　FSC　was　carried　out　by　DEAE．
cellulose　and　CM－cellulose　chromatography．　SC　containing　fractions　which　were
examined　on　the　reaction　with　anti－SC（Dakopatts）in　Ouchterlony　plate，　and　then
fractionated　by　gel丘1tration　using　Sephadex　G－200．　The　second　peak　in　the　gel　filtra－
tion　pattern　revealed　a　single　band　in　sodium　dodecyl　sulphate（SDS）disc　electro－
phoresis．　The　molecular　weight　of　this　fraction　was　calcul＆ted　to　be　approximately
80，000．The　fraction　failed　to　react　with　anti－normal　human　sem皿and　anti一αcha玉n
seru皿（Behringwerke），　but　reacted　with　anti－SC（Dakopatts）and　anti－colostrum（Beh－
ringwerke）forming　one　precipitin　line　in　both　Ouchterlony　plate　and　immunoelectro－
phore．tic　analysis，　Subsequently，　the　fraction　was　dialyzed　against　O．01　M　ammonium
carbonate　for　48　hours　at　4。C　and　lyophilized．　The　resulting　powder　of　FCS　was
used　for　preparing　anti．SC　serum　and　also　for　making　the　standard　solution　of　FSC
in　the　quantitative　determination．
　　2）P7ψα7・画。／z（ゾ5－19A
　　　　Preparation　of　S－lgA　was　also　performed　after　the　method　described　by　Koba－
yashi3）．　The　colostrum　was　fractionated　by　ion　exchange　chromatography　and　gel
五1tration．　The　fraction　thus　obtained　exhibited　a　single　band　in　SDS　disc　electro－
phoresis．　The　molecular　weight　was　estimated　to　be　about　400，000．　This　fraction
showed　one　identical　lille　when　react三．ng　with　anti．normal　human　serum，　anti一αchain
ser．浮香@as　well　as　anti－SC（Dakopatts）in　Ouchterlony　plate　and　immunoelectrophoresis．
The　S－lgA　thus　purified　was　used　as　the　standard　solution，
　　3）P紗αr‘漉。π（がα漉一SC
　　　　Two　mg　of　lyophilize．d　FSC　was　resolved　in　O5　m40f　physiologic　saline　solution
and　emulsi丘ed　with　an　equal　volu皿e　of　complete　Freund’s　adjuvant（Difco）．　Five
rabbits　were　injected　intramuscularly　with　this　emulsion，　each　rabbits　receiving　2　mg
of　FSC．　After　the　initial　ilnmullization，　the　same　dose　of　FSC　was　injected　as
abooster　shot　every　three　weeks．　Anti－sera　obtained　were　extensively　absorbed　by
normal　human　plasma　and　theγ．globulin　fraction　of　the　anti－SC　serum　was　separated
using　a佑nity　chromatography　of　glutaraldehyde－activated　CNBr　AH－Sepharose　4B
coupled　with　FSC．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results
　　1）Thθψ66哲6め～ガαアz’ム5C
　　　　When　anti－SC　reacted　with　S－lgA，　FSC　and　colostrum，　one　precipitin　Iine　was
observed　respectively　by玉mmunoelectrophQresis，　which　did　not　react　with　nor皿al
human　s．erum　as　shown　in　Fig．1．
　　　　On　Ouchterlony　plate，　on　the　other　hand，　anti－S．C　reacted　with　both　S－lgA　and　FSC
showing　the　complete　identity　of　both　pエecipitin　lines　as　seen　in　Fig．2．　However，
it　was．　noted　that　S－lgA　and　FSC　formed　difEerent　double　precipitin　rigns　in　SRID
reaction　with　theγ一globulin　fraction　of　anti－SC　serum　as　shQwn　in　Fig．3．　The
precipitin　ring　of　FSC　was　cleare．r　and　stained　more　darkly　with　amidoblack　10B　as
compared　with　that　of　S－lgA．
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　Single　radial　immunodi任usion　re．actions　of　the　gammaglobulin
　fraction　of　anti－SC　serum　against　S－lgA母nd　FSC，
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　　　Mancini’s　SRID　method　described　above　was　used　for　the　di鉦erential　simultaneous
quanti亡ation　of　S－lgA　and　FSC．　Preparation　of　the　agarose　ge】p1．ate（5×7cm）wa．s
done　by　mixing　5　m60f　1．2％艮garose　and　l　mg　of　anti－SCγ一globulin．　Twelve　wells
were　made　on　the　plate　and丘11ed　with　10μof　each　test　samples．　The　plate　was
allowed　to　react　for　96　hours　in　a　moist　chamber　at　room　temperature，　and　the
diameters　of　precipitin　rillg．s　were　measured．
　　　In　order　to　investigate　the　possibility　of　measuring　S－lgA　and　FSC　concentrations
simultaneously，　mixtures　of　FSC　ranging　from　7　mg／100　m4　to　32　mg／100　m4　with　a
constant　concentration　of　S－lgA（75　mg／1001n4＞were　used　for　the　FSC　determination，
and　the　ring　diameters　formed　in　the　SRID　reaction　were　measured　as　described
above．　As　a　result，　a　linear　calibration　line　of　FSC　was　obtained　in　a　hemilogarithm圭c
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　Rg．4　The　calibration　lines　of　S－lgA　and　FSC．
graph　as　shown　in　Fig．4．　On　the　contrary，　when　the　mixtures　of　S－lgA　ranging　from
45mg／loo　m4　to　116　mg／loo　m4　arld　a　consta血t　concentration　of　FSC（20　mg／100　m4）
were　reacted　in　the　SRID　reaction，　a　lln．ear　calibrat1on　line　of　S・一lgA　was　also　obtained
as　illustrated　in　Fig．4．　The　results　show　that　over　a　wide　range　of　concentrations
both　S－IgA　and　FSC　can　be　determined　independently　and　simultaneously．
　　　In　practice，　when　gastric　juice　and　saliva　were　reacted　in　SRID，　the　double　pre－
cipitin　rirlgs　of　S－lgA　and　FSC　were　obtained．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Discussion
　　　The　study　of　quantitative　deteエmination　of　S－lgA　was丘rst　reported　by　Tomasi4）
in　1968，　and　l．ater　an　extensive　investigatio血of　the　quantitation　of　S－lgA　in　saliva
was　also　performed　by　Bralldtzaeg2）．　Nevertheless，　there　has　been　no　standardized
method　devised　for　the　quantitation　of　S－lgA　in　exocrine　secretiQn，　because　of　the
di鉛culty　to　distinguish　S－lgA　from　serum　IgA　using　anti．αchain　serum　for　the　deter．
mination　by　SRID　method．　As　well　known，　anti一αchain　serum　reacts　with　theα
chain　of　both　S－lgA　and　moロomeric　IgA　Inolecules，　and　an　overestimation　of　the　con．
centration　of　S－lgA　occurs　due　to　the　frequellt　appearance　of　serum　IgA　in　exo．crlne
secretion．　In　addition，　small　amounts　of　serum　IgA　greatly　inHuence　the　calculation
of．value　be．cause　the　pr．ecipitin　ring　of　mono皿eτIgA　becomes　gre．ater　than　that　of　the
same　concentration　of　S≒lgA　due　to　the　more　rapid　diflusion　in　the　gel　of　monomer
IgA　with　a　smaller　molecular　weight．　Monomer　IgA　is　considered　to　appear　by
transudation　in　exocrine　secretions　ill　a　similar　manner　to．albumin　and　other　serum
component5・6），　On　the　other　hand，　S－lgA　is　the　essential　immunoglobulin　appearing
in　the　secretions　from　the　mucosal　epithelial　cells．　For　these　reasons，　quantitation　of
S－lgA　itself　in　the　secretion　has　been　thought　to　be　necessary　in　evaluating　the
function　of　the　secretory　immune　system．
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　　　The　anti－SC　prepared　in　the　present　study　was　found　to　react　with　FSC　and　BSC，
the　latter　bein．g　inside　the　S－lgA　molecules．　Moreover，　it　is　emphasized　that　this　anti．
SC　has　a　noteworthy　characteristic　useful　for　distinguishing　S－lgA　from　FSC　in　SRID，
showing　double　separate　precipitin　rings　for　these　two．　An　antiserum　with　a　charac－
teristic　behavior　such　as　in　this　study　has　been　reported　by　Brandtzaeg7），　however，　he
did　not　use　antiserum　for　the　determination　of　S－lgA．　Hitherto　almost　all　a血ti，SC
available　com．mercially　have　been　produced　by　imlnunizing　animals　with　S－IgA　alld
then　by　absorbing　immunoglobulin　by　theαchain．　However，　these　anti－SC　sera　fail
to　distinguish　FSC　from　BSC　in　SRID　insofar　as　the　present　test　is　concerned．　No
reports　regarding　the　diflere．ntial　quantitation　of　FSC　and　S－IgA　simultaneously，　using
the　present　kind　of　particular　anti－SC　serum　are　availa1）le　to　date．　The　anti－SC　serum
prepared　in　the　present　work　may　be　considered　to　be　directed　only　towards　the
common　antigenic．　determinant　of　FSC　and　BSC　of　S－lgA．　It　is　thus　suspected　the
appearance　of　two　dif〔erent　precipitin　rings　in　SRID　reaction　is　not　related　to　the
difference　of　the　diffusibilities　of　these　two　antigens．　The　phenomenon　may　well　have
resulted　from　the　con丘gurational　change　occuring　during　the　assembly　of　FSC　and
dimeric　IgA．
　　　In　the　actual　determinations　of　S－lgA　and　FSC　in　saliva　and　gastric　juice　by　this
method，　the　diameters　of　the　precipitin　rings　of　FSC　were　in　general　smaller　than
those　of　S－lgA，　and　the　concentrations　of　both　proteins　were　quantitated．
　　　Recently，　the　concept　of　secretory　IgM　has　been　proposed　related　to　the丘ndings
of　IgM　in　exocrine　secretion　in　patients　with　IgA　de丘ciency8），　and　the　IgM　secretions
are　suspected　to　be　combined　with　the　secretory　component．　In　the　quantitation　by
the　present　method，　however，　the　precipitin　ring　of　secretory　IgM　may　not　apPear
during　the　determination　of　the　condition　in　this　report，　because　of　its　large　molecular
weight．　and　because　of　the　very　small　amount　in　exocrine　secretion．　Therefore，　it
Inay　be　said　that　the　inHuence　of　secretory　IgM　during　the　quantitative　detemlinatioll
of　S－lgA　and　FSC　on　SRID　reaction　using　anti．SC　serum　is　negligible．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Conclusions
　　　　The　new　quantitative血etllod　of　S－lgA　and　FSC　was　investigated，　and　the　results
obtained　were　as　follows；
　　　　！）Anti－SC　serum　raised　in　rabbits　by　immunizing　with　FSC，　reacted　with　S－lgA
and　FSC　showing　as　identical　precipitin　lines　on　Ouchterlony　plate　and　immunoelectro－
phoresis．　However，　different　double　precipitin　rings　of　S－lgA　and　FSC　were　obtained
in　SRID。
　　　　2）　The　linear　calibration　lines　could　be　drawn　up　for　various　concentrations　of
S－lgA　and　FSC．
　　　　3）In　practice，　differential　and　si皿ultaneous　quantitations　of　S－lgA　and　FSC　were
possible　in　exocrine　secretion　such　as　saliva　and　gastric　juice・
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